
 1394، 3، شماره 28جلد                                          )                  مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

318 

بررسي نقش آمينواسيدهاي اطراف توالي جايگاه فعال در فعاليت آنزيم كيتيناز باكتري 
Serratia marcescens B4A  

  2جهان علي خواجه و 1اياصغر كارخانه، علي*1زاده، سعيد امين1زينب امروزي توبكانلو

  فرآيندت و محيط زيست، گروه مهندسي زيست ، پژوهشكده زيست فناوري صنعتهران، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري 1
  نيويورك، سيتي كالج، دپارتمان شيمي 2

  21/10/93 :تاريخ پذيرش  6/11/92 :تاريخ دريافت

  چكيده

سزايي در خصوص تجزيه مواد كيتيني، پاكسازي ه شوند كه از اهميت بمحسوب مي مهم هاي صنعتييكي از آنزيمكيتينازها 
تجزيه كيتين  سبب -1,4اتصالات گليكوزيدي و آفات دارند كه با شكستن هاي پاتوژن گياهي محيط زيست و كنترل قارچ

 DXDXEاي به نام موتيف تواليهاي حفاظت شدهحاوي  )β/α( 8ها در ساختار خود داراي دمين كاتاليتيكي اين آنزيم. شوند مي
ي موجود در اطراف اين توالي نقش كه آسپارتات و گلوتامات موجود در اين توالي و همچنين آمينواسيدها هستند 4βروي رشته 

تواند به درك نقش  يفعال م گاهيبه جا كينزد يدهاياس نويآم يبررس .كنندهيدروليز پيوند گليكوزيدي بازي مي فرآينداصلي در 
ظت موجود در اطراف توالي حفا 390و سرين  191در اين پروژه به منظور بررسي نقش گليسين  .كمك كند زيكاتال فرآيندآنها در 

در  سازييد جهش داده شدند و پس از همسانه، اين دو آمينواسSerratia marcescens B4Aكاتاليتيكي كيتيناز  فرآينددر شده 
   .اثر اين دو جهش بر روي فعاليت آنزيم مورد بررسي قرار گرفت ،SDS-PAGEبياني و بررسي بيان آن با  حامل

  Serratia marcescens B4Aكوزيدي، كيتيناز، كيتين، اتصالات گلي: هاي كليديواژه

  aminzade@nigeb.ac.ir: كيپست الكتروني 021-44787412 :نويسنده مسئول، تلفن *

  مقدمه
حاوي نيتروژن  ساكاريديك هموپلي n(C8H13O5N)كيتين 

يك مشتقي از ( استيل گلوكز آمين- Nي طويل با زنجيره
است كه توسط  -1,4داراي اتصالات گليكوزيدي  )زگلوك
هاي هيدروژني به صورت يك ساختمان كريستالي پيوند

كيتين از لحاظ تكاملي يك  .منظم و نامحلول درآمده است
موقعي كه اولين قارچ تك  ميليون سال پيش آغاز شده،

كيتين اسكلت  ).10( سلولي از ارگانيسمهاي ديگر جدا شد
علاوه  .سازدپوستان را ميپوسته سخت خارجي حشرات و

 كيتيناز .)7( بر آن در ديواره سلولي قارچها نيز وجود دارد
براي اولين بار در سال كه  هيدرولازهايي هستندگليكوزيل

نشان داد  )Bernard( زماني كه برنارد؛ شناسايي شد 1911
كه يك فاكتور حساس به حرارت و ضد قارچ در گياه 

با توجه به نحوه شكسته شدن رشته  .داركيده وجود دار

ها و كيتين، آنزيمهاي كيتيناز در دو گروه اندوكيتيناز
آنزيم كيتيناز اهميت اقتصادي  .گيرندها قرار مياگزوكيتيناز

چشمگيري در خصوص تجزيه مواد كيتيني و پاكسازي 
هاي ماده و كنترل قارچ محيط زيست و تهيه مواد پيش

يكي از ابزارهاي قدرتمند  ).7( داردپاتوژن گياهي و آفات 
ها در حين بيماريزايي در مطالعه عملكرد ميكروارگانيسم

اي از جمله تراريختي است و قارچهاي رشته
هايي هستند كه به اين منظور مورد مطالعه ميكروارگانيسم

هاي توان با ساخت سازهميهمچنين ) 1( اندقرار گرفته
و انتقال آن به گياه، گياه  بياني گياهي حاوي ژن كيتيناز

 اي ايجاد كرد كه به بيماريهاي قارچي مقاوم استتراريخته
  18خانواده  هايهيدرولازگليكوزيلبررسي ساختار  .)2(

(GH18)سه زيرساختار شامل توالي سيگنال  وجود)s( ،
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به  )CAT( 18هيدرولاز گليكوزيل) β/α( 8دمين كاتاليتيكي 
و دمين مشابه ) CH(به كيتين شونده دمين متصل همراه

). 7( را بطور دقيق مشخص نمود IIIفيبرونكتين نوع 
جايگاه اتصال سوبسترا يك شكاف طويلي است كه از 

شامل آمينواسيدهاي  عبور كرده و )barrel(زنجير بالاي 
استيل گلوكز آمين در - Nآروماتيكي است كه با هر واحد 

 ).3( شده استبه طور هيدروفوبيكي جمع  زنجيره كيتين
علي رغم تنوع ساختاري در كيتينازها، يك توالي نشانه 

 4βروي رشته  DXDXEشده به نام موتيف بسيار حفاظت
به ) (Eشناسايي شده است كه در اين موتيف گلوتامات 

آسپارتات و كند عنوان دهنده پروتون كاتاليتيك عمل مي
براي شركت در پايداري واپيچش ضروري  D2) (دوم

هيدروليز پيوند ). 19( گيردترا در معرض قرار ميسوبس
يدي توسط دو باقي مانده آمينواسيدي آنزيمها، يعني گليكوز

 شودو يك باز كاتاليز مي) دهنده پروتون(يك اسيد عمومي
هيدروليز از طريق  فرآيند 18در كيتينازهاي خانواده  ).8(

 -Double(جايي دوتايي ه مكانيسم نگهداشتن جاب

Displacement Retaining Mechanism (شود كه انجام مي
- ابتدا پروتونه مي -1,4يدي اكسيژن پيوند گليكوز در آن

تشكيل يك يون حدواسط به نام يون اكسوكربونيوم (  شود
، اين يون حدواسط به وسيله دومين گروه )دهد مي

با تعاملات كووالاني يا (  شودكربوكسيل پايدار مي
لكول ونهايت با حمله نوكلئوفيلي م در). الكتروستاتيكي

گردد كه اين حمله براي آب، محصول واكنش آزاد مي
و  6( باشدداشتن كنفورماسيون آنومريك اوليه لازم مينگه
نتايج استروشيميايي واكنش  CAZypediaدر پايگاه  )16

كه به صورت  كاتاليتيكي و نوع بقاياي آمينو اسيدي
كنند نشان داده شده مل مينوكلئوفيل يا دهنده پروتوني ع

هاي كاتاليزوري و تنوع در مورد مكانيسم ياطلاعاتو  است
گروهي از  .هيدرولازها در اختيار قرار داده استيدگليكوز

يافتند كه سرين اطراف نواحي حفاظت شده محققين در
جايگاه كاتاليتيكي براي عمل كاتاليتيكي كيتينازهاي خانواده 

وه بر آن گروهي ديگر از علا ).22و  17( مهمند 18

آمينواسيدهاي پرولين، سرين، ترئونين، محققان دريافتند كه 
آلانين و گليسين به واسطه قرار گرفتن در قطعات ارتباط 

ه هاي كاتاليتيكي كيتينازها نقش بفرآينددر ) Linker(دهنده 
در پژوهش حاضر با روش  ).14( كنندمي ءسزايي ايفا

در  191و گليسين  390ين زايي هدفمند نقش سرجهش
 Serratia marcescens B4Aفعاليت كاتاليتيكي كيتيناز 

  .مورد مطالعه قرار گرفت

  هامواد و روش
عنوان الگو ه حاوي ژن كيتيناز ب pQE60پلاسميد : مواد

   DH5αجهش ژن كيتيناز استفاده شد و سويهبراي 

(Invitrogen) باكتري ازEscherichia coli عنوان يك ه ب
 مولكولي پلاسميدهاي نوتركيب سازيهمسانزبان براي مي

(Fermentas) pTZ57R/T و (Fermentas) pET26b  حامل
  BL21 (DE3) و سويه يافتهژن كيتيناز طبيعي و جهش

(Invitrogen) باكتري ازEscherichia coli  براي بيان
دي  3/5پروتئين استفاده شد و كيتين پوسته خرچنگ و 

 ,St. Louis, MO)از سيگما  (DNS)اسيد نيتروساليسيكليك 

USA)  خريداري شد و كيتين كلوئيدي از كيتين تجاري
  .تهيه شد )18( طبق روش روبرت و سليترنيكوف

به منظور انجام مطالعات : مطالعات بيوانفورماتيكي
بيوانفورماتيكي، پيشگويي ساختار پروتئين و طراحي 

نواحي  افاطر پرايمرهاي اختصاصي جهت ايجاد جهش در
 .Sحفاظت شده دمين كاتاليتيكي، ابتدا ژن كيتيناز 

marcescens B4A از مركز ملي اطلاعات بيوتكنولوژي 
)NCBI ( با شماره دسترسيHM473183  درGeneBank 

و دمين  )http://www.ncbi.nlm.nih.gov(گرفته شد 
اظت شده آن مورد بررسي قرار حف كاتاليتيكي و نواحي

گرفت 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.c(

)gi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=119365 
ثير جهشها بر ساختار كلي كيتيناز أت افزاري مطالعه نرم. )4(

با مطالعه ساختمان سوم آنها به روش همولوژي بر اساس 
،  )S. marcescens )PBD ID, 1edq_Aساختار باز كيتيناز 
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اي به همين منظور ساختمان سوم كيتينازه. انجام شد
مدل همولوژي با  اساسيافته بر نوتركيب طبيعي و جهش
 MODELLER v9.10استفاده از سرور

 )http://www.salilab.org/modeller/( )9 ( پيشگويي
يافته بر روي كيتيناز طبيعي  سپس كيتينازهاي جهش. گرديد

بين اتمهاي دو  )rmsdفاصله (  RMSDميزان. منطبق شدند
از  مولكول مربوط به كيتيناز طبيعي و جهش يافته با استفاده

  .محاسبه شد) VMD  )12نرم افزار

  pQE60  پلاسميد  :زاييجهش : آزمايشگاهي  مطالعات

 ساخت بعنوان الگو براي) 4) (كار قبلي(حاوي ژن كيتيناز
- جهش .استفاده شد S390Iو  G191V يافتهجهش كيتيناز

 QuikChange Site-Directed Mutagenesisزايي با روش 
- پليمراز با پرايمرهاي جهش ايواكنش زنجيره. انجام شد

جدول ( F-S390I، R-S390Iو  F-G191V،R-G191V زاي
و نتايج آن بر روي ژل آگارز  انجام شد به طور جداگانه )1

  DpnIواحد از  1- 2سپس محصول آن با . مشاهده شد
science)  (Jena30به مدت درجه سانتي گراد  37 در دماي 

 درستي ايجاد ييدبراي تأ و قرار گرفت دقيقه مورد هضم
پلاسميد نوتركيب توالي يابي  DNA ،جهش در ژن كيتيناز

  .شد
  ترادف آغازگرهاي به كار گرفته شده در اين پژوهش.1جدول 

 Ta توالي آغازگر نام آغازگر
F-G191V 5'-CATCTGCTGTACGTCTTTATCCCGATCTG- 3'58C 
R-G191V 3'-GTACAGCAGATG GACCAGATCGGGATAAA-5' 58C 
F-S390I 5'  -CACATCTTCCTGATGATCTACGACTTCTACG -358C 
R-S390I 5' -CGTAGAAGTCGTAGATCATCAGGAAGATGTG -3' 58C 
Emr-F 3'- GGGCGCAAATTTAATAAACCCATATGATAAT -5'  62C 
Emr-R 3'- ATCTTTGAACGCCGGCGCCTCGAGATATA -5' 62C 

 

يت دو پرايمر براي تقو: و بيان )كلونينگ(همسانه سازي 
سازي و اضافه كردن جايگاههاي برش در دو طرف ژن 

به عنوان  ATGو  NdeIپرايمر رفت با جايگاه . طراحي شد
 .)1جدول ( XhoIو پرايمر برگشت با جايگاه  كدون آغاز

  pTZ57R/Tدرون ) PCR ) bp1701محصول  متعاقباً
 و   NdeIشد و سپس پلاسميد نوتركيب با  سازيهمسانه

XhoIدست آمده ه قطعات ب بريده شد و) bp1701 ( درون
هاي ا همان آنزيمبريده شده ب pET26bبياني  حامل

يك تك كلني از  .شد سازيمحدودكننده همسانه
درون به يافته كه ميدهاي نوتركيب حامل كيتيناز جهشپلاس

Escherichia coli  سويهBL21 (DE3)  ترانسفرم(انتقال (
سپس . داده شدكشت  LBشده بود در محيط كشت  داده

- βD-بيان آن با اضافه كردن يك ميلي مولار ايزوپروپيل
 SDS-PAGEشد و با آناليز  ءالقا (IPTG)تيوگالاكتوزيد 

 )5( ها با روش برادفوردمحتواي پروتئيني عصاره. تأييد شد
فعاليت كيتيناز با استفاده از كيتين كلوئيدي به . تعيين شد

كيتين كلوئيدي در  درصد w/v 1محلول (عنوان سوبسترا 
روش با ) =5/7pH(با ) NaH2PO4 mM) 20بافر فسفات 

درجه  50دقيقه در  60براي  )18( روبرت و سليترنيكوف
وسيله جوشاندن ه سپس واكنش ب .انجام شد سانتي گراد

 ,DNS   (Sigma , St. Louis, MOدر حضور  مخلوط

USA) ن هيدروليز كيتي .دقيقه به پايان رسانده شد 10براي
  .اندازه گيري شد )15( مطابق با ميلر DNSبا روش 

آنزيم با استفاده از  Vmaxو  Kmمحاسبه : مطالعات كينيتيكي
سوبستراي طبيعي  mg/ml 50تا صفر غلظتهاي مختلف 

و از رسم و بررسي منحنيهاي ) كيتين كلوئيدي(آنزيم 
بدين منظور . ميكائيليس منتن و لينوويربرگ صورت گرفت
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كيتين كلوئيدي در غلظتهاي مختلف يم در فعاليت آنز
- D استيل،- Nشرايط معمول با رسم منحني استاندارد 

 .گيري شداندازه mol/minگلوكز آمين بر حسب 

  نتايج و بحث
مطالعاتي كه تاكنون بر روي فعاليت كاتاليتيكي كيتيناز 
صورت گرفته است بيشتر براي بررسي نقش آمينواسيدهاي 

ات موجود در نواحي حفاظت شده آسپارتات و گلوتام
و آمينواسيدهاي آروماتيك  )20و 13، 11( دمين كاتاليتيكي

 21( باشدموجود در ناحيه متصل شونده به سوبسترا مي
مطالعات كمي بر روي بررسي نقش آمينواسيدهاي  و )23و

مجاور نواحي حفاظت شده دمين كاتاليتيكي انجام گرفته 
نقش دو آمينواسيد  در اين پروژه هدف بررسي. است

مجاور نواحي حفاظت شده  390و سرين  191گليسين 
 Serratiaدر فعاليت كاتاليتيكي كيتيناز دمين كاتاليتيكي 

marcescens B4A است.  

با بررسي نواحي محافظت شده : مطالعات بيوانفورماتيكي
مشاهده شد كه گليسين  S. marcescens B4Aژن كيتيناز 

يكي نواحي حفاظت شده دمين در نزد 390و سرين  191
هاي گروهي از و با توجه به يافته اندكاتاليتيكي قرار گرفته

محققين درباره نقش اين دو آمينواسيد در فعاليت 
گزينه  اين دو جايگاه )22و 17، 14( كاتاليتيكي كيتيناز

مناسبي براي بررسي نقش آمينواسيدهاي مجاور نواحي 
براي مطالعه . ي كيتيناز بودحفاظت شده در فعاليت كاتاليتيك

ها ابتدا يافته بعدي كيتيناز طبيعي و جهش ساختار سه
 پيشگويي modelerافزار  ساختار اين آنزيمها با استفاده نرم

يافته بر روي كيتيناز طبيعي  شد سپس كيتينازهاي جهش
بين اتمهاي دو )  rmsdفاصله ( RMSDميزان . منطبق شد

 G191Vبيعي و جهش يافته مولكول مربوط به كيتيناز ط
 S390I 9/2آنگستروم و كيتيناز طبيعي و جهش يافته  8/2

كه اين ميزان  )1شكل ( آنگستروم محاسبه شده است
RMSD ايجاد شده ساختمان كلي   دهد كه جهش نشان مي

ها بر روي هم منطبق كيتيناز را تغيير چنداني نداده و كيتيناز
  .هستند

    
نوار آبي رنگ كيتيناز طبيعي و نوارسفيد رنگ كيتيناز .الف. VMDافزار  ها با مدل انطباقي با استفاده از نرميافته از طبيعي و جهشكيتين نمايش -1 شكل

 .دهد را نشان مي S390Iنوار آبي رنگ كيتيناز طبيعي و نوار زرد رنگ كيتيناز جهش يافته .ب. G191V جهش يافته

ازطراحي  پس: زاييجهش: مطالعات آزمايشگاهي
 QuikChangeزا، ژن كيتيناز با روش پرايمرهاي جهش

Site-Directed Mutagenesis پس از  جهش داده شد و
الكتروفورز  ، محصول آن بر روي ژل آگارزPCRانجام 

مربوط به پلاسميد مشاهده شد  bp 5100باندو گرديد 
، كيفيت يافتهژنهاي جهش تعيين توالي زپس ا )2شكل (

سپس . ي ارتفاع امواج ثبتي حاصل بررسي شداز رو توالي

ايجاد جهشهاي مورد نظر در جايگاههاي جهت اطمينان از 
 BLASTتوالي حاصل با استفاده از نرم افزار  انتخاب شده،

مورد بررسي قرار گرفت و  ،NCBIدر پايگاه اينترنتي 
مربوط به اسيدآمينه  GGC، رفتطور كه انتظار ميهمان

 AGCو مربوط به اسيدآمينه والين   GTCبه  191گليسين 
مربوط به اسيدامينه  ATCبه  390اسيدآمينه سرين

   .شدتبديل ايزولوسين 
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كنترل . 1ستون . جهش يافته PCRالكتروفورز محصولات  -2شكل 

-Rو  F-G191Vبا پرايمرهاي  PCRمحصول . 2منفي، ستون 

G191V محصول . 3، ستونPCR  با پرايمرهايF-S390I  وR-

S390I ستون ،M . 1ماركر Kb 

يافته پس از ژنهاي كيتيناز جهش: سازي و بيانمسانهه
 pET26bبه حامل بياني  pTZ57RTسازي در حامل همسانه

انتقال داده شدند سپس وجود قطعه خارجي در 
و  XhoIبا آنزيمهاي  پلاسميدهاي نوتركيب با برش آنزيمي

NdeI  وتيدي از جفت نوكلئ 1701تأييد شد و خروج قطعه
سازي را تأييد صحت همسانه pET26bپلاسميد نوتركيب 

پلاسميدهاي ) ترانسفرم(پس از انتقال ). 3شكل (كرد 
 BL21 سويه نوتركيب حامل كيتيناز جهش يافته به درون

(DE3) ، مولار  6/0بيان آن با اضافه كردنIPTG 25، دماي 
ز شد و با آنالي ءالقا ساعت 12گراد پس از  درجه سانتي

SDS-PAGE  و پس از الكتروفورز روي ژل تأييد شد
شكل (يافته ها مشاهده شد مربوط به جهش KDa  62باند

فعاليت كيتيناز با استفاده از كيتين كلوئيدي به عنوان ). 4
مورد بررسي قرار گرفت و    DNSدر حضور سوبسترا و 

يافته نسبت به نوع طبيعي مشاهده شد كه كيتينازهاي جهش
دهند كه اين كاهش فعاليت كمتري از خود نشان مي فعاليت

و  191ها دليلي بود بر اينكه گليسين يافتهكاتاليتيكي جهش
در فعاليت كاتاليتيكي كيتيناز نقش به سزايي  390سرين 

  ).5شكل (داشته است 

  

  
. الكتروفورز واكنش هضم آنزيمي جهت تأييد همسانه سازي -3شكل 

 G191Vحاوي ژن كيتيناز جهش يافته همسانه نوتركيب . 1ستون 
همسانه نوتركيب حاوي ژن كيتيناز جهش يافته . 2هضم شده، ستون 

S390I جفت بازي  1701هايي به طول هضم شده و مشاهده قطعه
طول پلاسميد (جفت بازي  5000و ) طول ژن كيتيناز همسانه شده(

pET26b( چاهك ،M -  1ماركر Kb 

  
 SDS-PAGE.با استفاده از ژل  كيتيناز بررسي بيان پروتئين -4شكل 
. همسانه نوتركيب طبيعي. 2ستون. همسانه نوتركيب قبل از القا. 1ستون

 همسانه نوتركيب. 4ستون .  G191Vهمسانه نوتركيب . 3ستون 
S390I . ستون .M62پيكان اريب باند (ماركر وزن مولكولي پروتئين 

kDa مربوط به كيتيناز است.(  

  

  
ويال . فعاليت كيتينازهاي جهش يافته و طبيعيسنجش  -5شكل 

كيتيناز . 3ويال . G191Vكيتيناز جهش يافته . 2ويال . كيتيناز طبيعي.1
داراي وكتور  BL21باكتري (كنترل منفي. 4ويال . S390Iجهش يافته 

 شاهد. 5ويال . فاقد ژن كيتيناز pET26b بياني
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از  پسها آنزيم Vmaxو  Kmمحاسبه : مطالعات كينيتيكي
رسم و بررسي منحنيهاي ميكائيليس منتن و لينوويربرگ 

براي كيتيناز  Kmكه ميزان  مشاهده شد و صورت گرفت
به ترتيب  S390Iو  G191Vيافته هاي طبيعي و جهش

ميزان و  mg/ml  76/4و mg/ml  4و mg/ml  5/4برابر با 
Vmax به ترتيب برابر باUnit(mol/min)  23/588 و 

Unit(mol/min) 09/238 وUnit(mol/min)  84/153 

ميزان تمايل آنزيم به سوبسترا را  Km. )1نمودار ( مي باشد
دهد نشان مي Kmدهد نتايج حاصل از اندازه گيري نشان مي

كه اين دو آمينواسيد بر تمايل اتصال آنزيم به سوبسترا تأثير 
حداكثر سرعت  نشان دهنده Vmax وچنداني نداشته اند 

به طور كامل از سوبسترا اشباع شده كه  ستا اميآنزيم هنگ
   .است

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

دهد كه حداكثر نشان مي Vmaxنتايج حاصل از اندازه گيري 
ها نسبت به نوع رعت فعاليت كاتاليتيكي جهش يافتهس

طبيعي كاهش يافته و اين كاهش فعاليت نقش 
مجاور نواحي  خصوص سرينه و ب آمينواسيدهاي گليسين

فاظت شده دمين كاتاليتيكي را در فعاليت كاتاليتيكي ح
با  2007گروهي از محققين در سال . دهدكيتيناز نشان مي

ايجاد جهش در آمينواسيدهاي حفاظت شده در مركز 

نقش آمينواسيدهاي  B S. marcesscensكاتاليتيكي كيتيناز 
گلوتامات و آسپارتات را مورد بررسي قرار دادند علاوه بر 

كه  دريافتند كه هنگامي Ser93 و Tyr10ا جهش آن ب
Asp142  به سمتGlu144  هدايت مي شود اين دو

كند و باعث تغيير را پايدار مي Asp140آمينواسيد بار روي 
علاوه بر  .)17( شبكه پيوند هيدروژني اطراف آن مي شوند

ر كيتينازها دآن گروهي ديگر از محققان دريافتند كه 

  
كيتيناز ) a. هاي كاتاليتيكبراي محاسبه پارامتر Lineweaver-Burkeمنحني  Michaelis-Menten .;Insertمنحني  -1نمودار 
 G191V : Kmيافته كيتيناز جهش) b. باشدمي Unit(mol/min)  23/588آن Vmaxو mg/ml  5/4محاسبه شده  Km: طبيعي

محاسبه شده براي  S390I :Kmافته كيتيناز جهش ي) c .باشدمي Unit(mol/min)  09/238آن Vmaxو mg/ml  4محاسبه شده 
  باشدمي Unit(mol/min) 84/153آنVmaxوmg/ml 76/4اين آنزيم
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پذير غني از آمينواسيدهاي پرولين، افقطعات نامنظم انعط
كه به نام  وجود دارند سرين، ترئونين، آلانين و گليسين

دمين  كه شوندخوانده مي) Linker(دهنده ارتباط
ا را به دمين غيركاتاليتيك متصل شونده به سوبستر

كند و شواهد نشان داده است كه اين كاتاليتيكي متصل مي
طاف پذير و گسترده اي را ارتباط دهنده ها قطعات انع

و جهت گيري مناسب ايجاد مي كنند كه آرايش نسبي 
-نسبت به هم تعيين ميدمين متصل شونده و كاتاليتيكي را 

كيتينازها افزايش بازدهي كاتاليتيكي  سبب و در نتيجهكنند 
به دليل حضور  390 در اين پروژه سرين ).14( شوندمي

چنين به دليل نقش آن در دهنده و همداشتن در قطعه ارتباط
-ي آسپارتات موجود در توالي حفاظتپايدار كردن بار رو

نقش بيشتري در فعاليت  191نسبت به گليسين شده 
كاتاليتيكي كيتيناز دارد و كاهش بيشتر فعاليت كيتيناز در 

  .كندنتيجه جهش سرين اين موضوع را تأييد مي
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Study of active site adjacent residues on Serratia marcescens B4A 
chitinase catalytic activity 

Emruzi Tubkanlu Z.1, Aminzadeh S.1, Karkhanei A.A.1 and Alikhajeh J.2 

1 Industrial and Environmental Biotechnology Dept. National Institute of Genetic Engineering and 
Biotechnology, Tehran, I.R. of Iran 

2 Chemistry Dept., City College of New York, New York, USA 

Abstract 
Chitinases are one of the important industrial enzymes which have significant role in 
different industries such as digestion of chitin and chitoligosaccharides, bioremediation 
and control of plants pathogenic fungal as well as insects. This enzyme catalyzes the β 
1→6 glycoside bond and then hydrolyses chitin polymers. chitinases  consists of a 
(ß/α)8-barrel catalytic domain contain of conserved sequence called DXDXE motif on 
β4 strand which D, E and residue around of  this conserved sequence have essential role 
in cleavage and hydrolysis of the glycosidic bond. Study of active site adjacent amino 
acids can help us to understand their function in catalytic properties. In this project are 
mutated Ser390 and Gly191 for investigating role of this two residue existing in the 
adjacent of conserved sequence at catalytically process of Serratia marcescens B4A 
chitinase and after of cloning in expression vector and analysis of expression with SDS-
PAGE are investigated effect of two mutations on the enzyme activity. 
Key words: Chitinase, chitin, glycoside bond, Serratia marcescens B4A 
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